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論 文 内 容 要 旨
緒 論
サ ル モネラ感染症 は、人及 び家畜 にお ける急性 ない し慢性 の疾病 であ り、
畜 産経 営上 に も本症 の発生 は経 済的 な損 失が大 きく、 本症 の病原性 を解明す
るこ とは、 その予防 や防圧 に大 き く貢献 す る ものであ る。
近年 、人 由来 サル モネ ラについての プラ ス ミ ド・プ ロフ ァイ リングが、疫
学 的解 析 に有用 であ ることが示 されて い る。 この迅速 かっ簡便 なプラス ミ ド
・プ ロ フ ァイ リングを家畜衛生分野 において も応 用可能 になれば、本症の感
染 源 を究 明す る上 で非常 に有力 な手段 とな るが、家畜 由来株 にお ける応用例
は少 ない。 また、 幽 加α7θノ乃1励0㎜'鵬5:伽 劫z5μ 〃!Zα隅5
μ ノ々 '〃㎎5訪oノ αヨθ5〃7汐等 の い くっかの血清型 の サル モネラにおい
て 、血清型 特異 的な病原 性 プラス ミ ドの存在 が明 らか とな ってお り、 その遺
伝学 的研究 も進 め られ てい るが、5α7紛 ブ々 功汐 にっ いて は検 討がな され
て いな い。
そ こで、本研 究 で は、 家畜 由来サル モ ネラの疫学 的解 析 にプラス ミ ド・プ
ロフ ァイ リングを応 用 し、 その有用性 を確認す るとと もに、5θ 認朋'々 功汐
に おいて、36囮 プラス ミ ドが血 清型 特異 的 に存在 す るこ とを 明 らか に した
(第 一章)。 更 に、 この36囮 プラス ミ ドの機能 にっ いて検討 を行 い、病原性
に関与す る ことを明 らかにす ると ともに(第 二 、三 、 四章)、 プラス ミ ド上
の病 原性領域 にっ いて も遺伝 学的検討 を加 え、 その塩基 配列 を明 らか に した
(第 五章)。
第一章 わが 国の家畜 由来 サルモネ ラの プラス ミ ド・プロ フ ァイ リング
わ が国の広範 な地域(1道14県)で 飼 養 されてい る健康 な肥育乳用雄子牛
(285頭)及 び肥育 豚(285頭)の 直腸 便 か らサルモネラが計10株 分離 され、一
見 健康 な家畜 もサル モ ネラに汚 染 され て いる ことが明 らか にな った。 また、
これ らの分 離株10株 中9株 か らプラス ミ ドが検 出 され たσ更 に、 サルモネ ラ
症 の発生 が認 め られ た特定 の地域 にお け る罹患子牛 よ り分離 された51励6
.〃7'〃 につ いて プラ ス ミ ド ・プ ロフ ァイ リングを応 用 した と ころ、3つ の
プ ラス ミ ド・パ ター ン(A,B,C)が 認 め られ た。 このプ ラス ミ ド・パ ター ン
とサ ルモネ ラ症 の発生 年月 日及 び子 牛 の移動 につ いて検討 した ところ、、図1
に示 したよ うに、 原 因菌の 由来 が推 定 で きた ことか ら、 プラス ミ ド・プロフ
ァイ リングが家畜 衛生分 野 におけ る疫学 的研究 にお いて有用 であ ることが示
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され た。
更 に多 くのサ ルモネ ラ分 離株 につ いて プラス ミ ド ・プロ フ ァイ リングを応
用 した ところ、5θ 瀦 θブび遊汐 で は、 ア ヒル由来の2株 を除 く全 ての株 か
ら36盟 プ ラス ミ ドが検 出 され(表1)、 この プラス ミ ドの制 限酵 素 によ る切
断 パ ター ン も同一 で あ った こ とか ら、36Mdプ ラス ミ ドは、58〃 忽 ブ々孟 卸
に特異 的な プラ ス ミ ドで あ る ことを 明 らか に した。
第二 章 激・㎞ θノ乃 θ〃紐 ブか泌 汐36夏dプ ラス ミ ド
脱落株及 び再導 入株 の作 出
5即 勿 ブ〃功 汐 の血 清型 特異 的 な36胴 プラス ミ ドの機 能 を明 らか にす る
ため に、36Hdプ ラス ミ ドを保 有す る5θ 砿狙'び 凶汐AL1190株 を親 株 と して、
プラス ミ ドをTnノ で標識 したAL1191株 、 プ ラス ミ ド脱落株AL1192及 び プラ ス
ミ ド再 導 入株AL1193を 作 出 したb
これ らの派生 株 と親 株AL1190と の生化学 的性状,抗 原 性状(表2),菌 体
蛋 白質及 び リポ ポ リサ ッカ ライ ド(表3)な どの菌体性 状 にっ いて比較検 討
した と ころ、 いず れの株 間 において もこれ らの性状 に相違 は認 め られ なか っ
た。 従 って、派 生株 を作 出す る際 に行 った種 々の処 理 は、菌体性 状 に変異 を
起 こさなか った ことが明 らか とな る とともに、 プラス ミ ドが これ らの菌体 性
状 のいず れ に も関与 して いな い ことを明 らか に した。
第三 章.36盟 プ ラス ミ ドと病原性 との関係
AL1190株,AL1191株,AL1192株 及 びAL1193株 のマ ウス に対す る致 死毒性 を
検討 した ところ、AL1191株 及 びAL1193株 は飢1190株 とほぼ同等 のLD5。値 を示
したが、AL1192株 は これ らの株 よ りも約103以 上高 いLD5。値 を示 した ことか
ら(表4)、58〃 紛 プ々功 汐 の36Mプ ラス ミ ドは、 病原性 に関与す るプ ラ
ス ミ ドで あ る ことが示 された。
また、各 菌株 を経 ロ投 与 したマ ウスにお け る体重 の変 化,臓 器 内菌数 の変
化(図2)及 び病理組 織学 的変化 か らも、 プラス ミ ド保 有株 は、 マ ウスに対
して強 い病 原性 を示 すが、 プラス ミ ド脱落株 は病 原性 が低下 してい る ことが
明 らか とな った。
更 に、 臓器 内菌数及 び病理 組織 学 的検 討の結果 よ り、菌が小腸 のバ イエル
板 か ら侵 入 した後、腸 間膜 リンパ節 や体 内臓器 への伝 播の過程 にお いて36夏d
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プラス ミ ドが関与 して い ることが明 らか とな り、宿主 側 の生体 防御 に対す る
菌の抵 抗性 に このプ ラス ミ ドが機 能 してい る ことが示 唆 された。
第四章36塑dプ ラス ミ ドの病 原性 に関 わ る機 能解 析
36囮 プ ラス ミ ドが病 原性 にお いて どの様 に関 わ って いるのかを検討 した。
鉄欠乏 培地 での増殖性 及 び血清 に対す る生 存率 を、 親株AL1190,プ ラ ス ミ
ド脱落株AL1192及 び再導 入株AL1193を 用 いて比較 した と ころ、 いず れの株 も
同様 の増 殖性 あ るいは生 存率 を示 した ことか ら、36囮 プラス ミ ドは菌 の鉄の
取 り込 み能及 び血清抵 抗性 には関与 していな い ことが明 らか とな った。
一方 、食細胞 機能 を低 下 させ たマ ウスにお け るプラ ス ミ ド脱 落株AL1192の
病 原性 を検討 した ところ、無処 理 マ ウスにお け る親株AL1190と ほぼ同等 の病
原 性 を示 した ことか ら(表5,図3)、36Mプ ラス ミ ドが菌の 食細胞 抵抗性
に関与す るこ とが明 らか とな った。更 に、 その機 能 を明 らかにす るため に、
食細 胞 に よる取 り込み及 び過酸 化水素 に対す る抵 抗性 につ いて検 討 した とこ
ろ、 いず れの株 に も相違 は認 め られなか った。
従 って、36盟 プ ラス ミ ドは、 食細胞(主 と して マ ク ロフ ァージ)内 殺 菌 に
対 す る菌 側 の抵 抗性 に関与 して い ることを明 らか に し、更 に、 この抵 抗性 が
過酸 化水 素以外 の因子 に よる殺 菌 に対 す るもの であ る ことを明 らかに した。
第 五章36瓢dプ ラス ミ ドにお け る病原 性領域 の遺伝 子解 析
5θ 〃紛 プか遊汐 の36Hdプ ラス ミ ドの制 限酵素地 図 を作 成 し、 この地 図上
の病 原性領 域 をTn1挿 入変 異株 の作 出及 びTn1挿 入部位 の解析 に よ り検 討 し
た。Tn1挿 入変異株247株 中1株(TA19株)に 、 プ ラス ミ ド脱落 株 と同等の
病原 性低下 が認 め られ(表6)、 、その株 の プラ ス ミ ドにお けるTnノ 挿入部 位
は、 」死oRI茄 力dIII1.4kbフ ラグメ ン ト内 に存在 した。50勿 伽 ∬〃卸
の50kbプ ラ ス ミ ド上 の病原 性領域 で あ る激 ノ1一ゐoRI6.4kb皿ba領 域 との相
同性 を、 サザ ンプ ロ ッ トに よ り検 討 した ところ、36Hdプ ラ ス ミ ドに も皿ba領
域 と相同性 を示す 幽ノ1一此oRI6.4kbの 領域 が存在 し、TA19株 のTnノ が挿 入
された 此oRI一 茄力dIII1.4kbフ ラグメ ン トが 、 この領域 内 に含 まれ てい る
こ とが明 らか とな った。
また、36Hdプ ラス ミ ドの 激 ノ1一動oRI6.4kb領 域 で は、51伽 伽 偲 〃汐
50kbプ ラ ス ミ ドの皿ba領 域 と同様 に、32kDa,32kDa,70kDa,29kDaの4っ の
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蛋 白 質 が コ ー ドされ て い る こ とが 、mba領 域 に コ ー ドさ れ て い る各 蛋 白 質 に
対 す る特異 血 清 を 用 い た ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ り明 らか と な った(図4)。
更 に 、 激 ノ1一此oRI6.4kb領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 した と ころ、 各 蛋 白 質 に
対 応 す る4つ のOpenReadingFr細e(ORF)が 存 在 した 。 各ORFの 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 は、5纏 盟 〃7'〃,3伽 ノZ〃,5:0勿/α ヨθg〃汐 の 各 病 原 性 プ
ラ ス ミ ドの 病 原 性 領 域 に お け る推 定 ア ミノ酸 配 列 と ほぼ90%以 上 の 高 い 相 同
性 を示 した 。
従 って 、5θ 〃盈:〆 がめ 汐36Hdプ ラ ス ミ ドの 幽 ノ1一、ゐoRI6.4kb領 域 は、
他 の サ ル モ ネ ラ の 病 原 性 プ ラ ス ミ ドと 同 様 に 、 病 原 性 領 域 で あ る こ と を 明 ら
か に した 。
結 論
家畜 由来 サルモ ネ ラの疫学 的解析 にプ ラス ミ ド・プ ロ フ ァイ リングを応用
し、その有用性 を確 認 す る とと もに、58〃 忽 プか功 汐 に は、血 清型特 異 的
な36Hdプ ラス ミ ドが存在 す ることを明 らか に した。
次 に、 このプ ラス ミ ドの機能 を解 明 す るため に、 プ ラス ミ ド脱 落株及 び再
導 入株 を作 出 し、 これ らの派生 株 と親 株 とを用 いてその性 状 を比 較検討 した
ところ、36Hdプ ラス ミ ドは、 宿主 の生体 防御 機構 の一っ で あ る食 細胞 内で の
殺 菌 に対す る菌側 の抵 抗性 に関与 す る こ とに よって、菌 の致死毒 性 を増 強 さ
せて い ることを明 らか に した。
更 に、 この プラス ミ ド上 の病原性 領域 並 び にその塩基 配列 を、遺伝学 的 解
析 によ り明 らか に した。
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表1.病 性 鑑 定 材 料 由 来5:〃 飴!ブ が 〃ン密



































































































































図1.子 牛 の 移 動 と5:'鋤 ∫、〃〃が 〃 分 離 株 の プ ラ ス ミ ド 。パ タ ー ン
→:子 牛 の 移 動,a:農 場No.,
b:富 山 県 下 の いず れ か の 場 所 か ら子 牛 を 導 入,
c:岐 阜 県 下 の 子 牛 か ら分 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド ・パ タ ー ンAの 株
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表2.抗 原 性.状 の 比 較









































































































表4.マ ウ ス に対 す る致 死 毒 性



















































































図2.経 口 投 与 マ ウ ス の 臓 器 内 菌 数
5週 齢 ♀C57BL/6マ ウ ス へAL1190株(A)あ る い はAL1192株(B)
を 約104CFU経 口投 与 。 菌 数 は3匹 の マ ウ ス の幾 何 平 均 ±標 準 偏 差
□;腸 間 膜 リ ンパ 節,○;脾,△;肝
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表5.CY,CG処 理 マ ウ ス に お け る 致 死 毒 性










































































a:s.c。;皮 下,i。p.;腹 腔 内
CYは150mg/kgを 菌 接 種3日 前 、CGは200mg/kgを
菌 接 種1日 前 に 接 種



















































































図3.CY,CG1回 処 理 マ ウ ス に お け る 血 中 菌 数 の 変 化
105CFUを 無 処 理 あ る い はCY,CG1回 処 理 マ ウ ス に 皮 下 接 種
CYは150皿g/kgを 菌 接 種3日 前 、CGは200皿g/kg菌 接 種1日 前 に 接 種
●:無 処 理 マ ウ ス ーAL11900:無 処 理 マ ウ ス ーAL1192
△:CY処 理 マ ウ ス ーAL1192▲:CG処 理 マ ウ ス ーAL1192
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表6.Tnノ 挿 入 株 の マ ウ ス に 対 す る致 死 璋 性





































































図4.3曲 プ ラズ ミ ドの病 原性 領域 とその発現 蛋 白
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は,ヒ トおよび動物サルモネラ感染症の主要な原因菌 として知 られているSalmonella
enteritldisのプラス ミド・プロファイ リングの疫学的応用および当該菌プラス ミド病原性領域に
関する研究をおこなったものである。
まず動物由来サルモネラのプラス ミド・プロファイリングの疫学的解析か らプラス ミド・パ
ターンとサルモネラ症発生の因果関係を明らかにした。その検索過程で得られた特異的な36Md
プラス ミドは,当 該菌の生化学的,免 疫学的諸性状,ま た菌体タンパク質,糖 脂質などの菌体構
築には関与しないが,マ ウスにいち じるしい致死毒性を示 した ことから病原性に関与するもの と
推定した。一方,菌 体の経口投与マウスの生理諸元,臓 器内菌数分布,病 理組織学的所見,小 腸
バイエル板侵入,腸 間膜 リンパ節,そ の他の臓器への伝蕃過程などから,こ の36Mdプ ラス ミド
保有株が強い病原性を示すことを示唆する成績を得た。さらに,こ の36Mdプ7ス ミドは,食 細
胞内殺菌に対する菌側の抵抗性,と くに過酸化水素以外の因子による殺菌に対する抵抗性に関与
していることを明らかに した。ついで制限酵素地図の作成,地 図上の病原性領域の解析,病 原性
領域との相同性の検討をおこない,36Mdプ ラス ミドのSalI-EcoRI6,4kb領 域が病原性領域であ
ること,タ ンパク質 コー ドは4種 類であること,塩 基配列には,各 タンパク質に対応するOpen
ReadingFrame(ORF)が 存在 してお り,ORFの 推定アミノ酸配列は,他 のサルモネラ菌の病原性
プラス ミドのそれ と高い相同性を示すことを明らかにした。以上のように本研究では,家 畜由来
サルモネラの疫学的解析にプラス ミド・プロファイリングを応用 し,そ の有用性を確認するとと
もに,S.enteritidisに は血清型特異的な36Mdプ ラス ミドが存在することを明らかにしたもので
ある。またさらに当該プラスミドの機能解明のためにプラス ミド脱落株および再導入株を作出 し




これらの知見はヒトと動物に共通な病原菌で,公 衆衛生上 で重要なサルモネラ菌,と くに
Salmonellanteritidisの 病原性の解明に大きく貢献すると共に,動 物微生物科学研究に進歩を与え
たものである。よって審査員一同は,本 論文提出者が博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な
資格を有するものと認定 した。
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